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レク チン に よる 狂犬病 ウイ ルス の 問 集 
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Agglutination of Rabies Virus with Lectins 
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for Tropical Medicine, Nagasaki University) 


Abstract : Wheat germ agglutinin (WGA), concanavalin-A (con A) and ricinus communis 
agglutinin (RCA。。) were used to study agglutination of purified HEP-Flury strain of 
rabies virus. The degree of agglutination was estimated by determining the recovery of 
infectivity, HA activity and CF activity of the resulting virus-lectin aggregates after in- 
cubation of the virus with lectins for 60 min. at room temperature. The aggregates were 
reversed by N-acetyl-glucosamine for WGA aggregates, by a-methyl-mannoside for Con 
A aggregates and by galactose for RCA。。 aggregates before assaying biological activities 
of the virus. The results showed that the maximum virus agglutination occurred when the 
WGA and Con A were used at a final concentration of 500gg/ml, and the recovery of the 
infectivity was 99.98% and 93.3%, respectively. However, when RCA。。was used at a 
final concentration of 250ug/ml, the recovery of the infectivity was as low as 1.1%. 
The solubilization of the virus glycoprotein was attempted with three different detergents 
(Triton X-100, NP-40 and saponin) using ?H-glucosamine labelled virus. Treatment of 
the virus with Triton X-100 at final concentrations of 0.25% and 2% and with NP-40 at 
a final concentration of 0.25% resulted in the disruption of more than 85% of the virion, 
as indicated by the release of radioactive virion subunits. Saponin was not effective in 
solubilizing the glycoprotein, at least in the present test conditions. These results appear 
to indicate that the rabies virus glycoprotein may be isolated from the virion either with 
Triton X-100, or with NP-40, and purified by WGA or Con A affinity column chromato- 
graphy. 
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tor et al., 1973; Cox et al., 1977). MBER BE 
蛋白 の 種々 の 性 状 に つい て は , Sh TtT sui 
衝 犬 靖 ウ イル スエ ン ベ ロ ー プ は , 脂質 層 と 3 種類 物 は , 不 活化 ウイ ルス ワク チン で 免疫 され た 場合 ょ 
の 焦 白 質 よ り 構 成 さ れ て いる (Sokol et al., 1971). りゃ , 狂犬 病 ウ イル ス に 対す る 感染 防御 効果 が 高い 
これ ら の 令 白 質 の うぅ うち, 1 つ は 糖 重 白 で あり 。 これ と いう 報告 (Wiktor et al., 1973; Atanasiu etal., 
は ウイ ルス の スペ イク 部 分 を 構成 し て お り , 中 和 抗 1976; Cox et al., 1977) 等 が ある が ., 今後 解明 き 
体 産生 を 誘導 する 唯一 の ウイ ルス 抗原 で ある (Wik- れ な けれ ば な ら な い 不 明 な 点 が 多く 残さ れ て いる . 


は じ め に 
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また , 精製 され た BRA WTS 抗体 が 得 ら れれ 
ば , ウイ ルス 感染 過程 に お ける 糖 重 白 の 生成 , 感染 
細胞 表面 に 出現 する ウイ ルス 抗原 の 性 状 の 研究 等 に 
非常 に 有用 で ある . これ まで , 狂犬 病 ウ イル ス 楠 算 
自 の 精製 に は , 非 イ オン 性 界面 活性 剤 で 処理 し た 後 , 
等 電 点 電気 泳動 法 を 用 いる 方 法 (Dietzschold et 
al., 1978), ショ 糖 平衡 容 度 勾配 法 を 用 いる 方 法 
(Gyórge et al., 1971) な ど , 種々 の 方 法 が 用 いら 
tb Ces 

一 方 , エン ベロ ー プ を 持つ ウイ ルス の 多く が , = 
ン ベ ロ ー プ の 多糖 体 部 分 と レク チン と が 反応 する こ 
と に ょ よう り 苗 集 さき れる こと が 知ら れ て いる . これ ま 
C. ミク ソ , パラ ミク ツ 及 び , アル ボウ イル ス 等 が 
Concanavalin A に より (Oram et al., 1971; 
Okada et al., 1972; Becht et al., 1972; Calafat 
et al., 1972; Birdwell et al., 1973; Yoshinaka et 
al., 1975; Akashi, 1976), また , シン ド ビ ス ウイ 
ルス が Ricinus communis agglutinin (RCA。。) に 
より 凝集 きれ る (Birdwell etal., 1973) こと 等 が 
報告 され て いる . 

この 研究 で は , 狂犬 病 ウ イル ス と 二 ・ 三 の レク チ 
ン と の 相互 作用 を 調べ , 狂犬 病 ウ イル ス 糖 邊 白 の 精 
Blin, レク チン の ウイ ルス 凝集 能 が 利用 され る 可能 
性 に つい て 検討 し た . 


材料 EAE 

ウイ ルス お よび 感染 価 測定 

国立 予 研 , 近藤 博士 か ら 分 与 さ れ た 狂犬 病 ウ イル 
ス の HEP-Flury 株 を 用 いた . タイ ルス を 鶏 胎児 細 
胞 に multiplicity of infection (MOI) 0.01 focus 
forming unit (FFU)/cell で 感染 させ , 1 時 間 吸 
着き させ た 後 , 0.375 久 和牛 血清 アァ アルブミン (BSA) を 
含む イー グル MEM を 加え , 37°C, 3 日 間 培 養 し , 
この 培養 上 澄 を ウイ ルス 液 と し た . ウイ ルス の 感染 
価 は Smith et al. (1977) の 方 法 で 測定 し た . 

ウイ ルス の 精製 

Bie YE %3,000rpm 30 分 低速 遠心 し て 細胞 成分 
を 除い た 後 , 7 多 に ボリ エチ レン グリ ュー ル 6,000, 
お よび 2.3 め に 塩化 ナトリウム を 加え て , 4°C 一夜 
Five, 4,000 rpm 30 分 遠心 し た . Ue b EO 
エチ レン ジア ミン 四 酢 酸 二 ナトリウム 加 ナ トリ ウム 
トリ スバ バッ ファ ー (NTE バッ ファ ー) pH 7.8% 
浮遊 させ , これ を 30 刀 グリ セロ ー ル クゥ ッ ション の 上 


に の せ て , 23,000 rpm 60 分 (ベッ クマ ン SW 50.1 
ロー ター) 遠心 し , EI EO NTE バッ ファ 
ー に 浮遊 させ た 後 , セ フ ァ デック ス G75 カラ ム 
で ゲル 濾過 を 行 っ た . 280nm に 吸収 の ある フラ クシ 
ュ ン を 集め , SW 41 ロ ー タ ー で 26,000 rpm 60 分 遠 
心 し た 後 , YOR? NTE バッ ファ ー で 浮遊 させ , 
塩化 モン ウム 容 度 勾配 の 上 に 乗せ , 26,000 rpm で 
150 分 (SW 50.1) 遠心 し た 後 , ウイ ルス ネバ ンド を 
採集 し , NT バッファー で 透析 し た . 

ウイ ルス の アイ ソト ー プ 標識 

狂犬 病 ウ イル ス を HH- グ ルコ サミ ン で ラベ ル す る 
た め , まず 細胞 に ウイ ルス を MO! 0.01 FFU/cell 
で 感染 きせ , 1 時 間 吸 着 さ せ た 後 , 0.375 BSA» 
含む イー グル MEM を 加え , 37°C で 30 時 間 菩 杖 
Lc. その 後 , 培養 液 を H- グ ルコ ュ サ ミン 1.7 gCi/ 
ml お よび 0.375 BSA を 含む イー グル MEM に 
変え , 37°C で COREL, その 培養 液 を ッ ゥ イル 
ス 液 と し , 上 記 と 同様 の 方 法 で 精製 し た . 

レク チン 

小麦 膝 芽 レク チン (WGA), コン カナ バリ ン A 
(Con A), お よび ヒマ レク チン (RCAg) は ファ ル 
マン ア ・ ジ ャ パン の 製品 を 用 い , 各々 を 0.01M リ ン 
酸 バ ッ フ ァ ー (pH 7.4) で 希釈 し て 使用 し た . 
ウイ ルス の 赤血球 凝集 CHA) 価 の 測定 

一 部 の 反応 条件 を 除き , Clark and Casals (1958) 
の 方 法 に 従っ た . 0.33% RBA ME (GRBC) は 
VAD, pH 6.2 に 浮遊 , 4?C, 30 分 反応 後 判定 し た . 
また , レク チン の GRBC 凝集 能 の 測定 は , ウイ ル 
ス と レク チン と を 入れ 替 を る だ け で , ウイ ルス の 
HA 価 測定 と 同様 の 方 法 で 行 っ た . 

レク チン と 精製 狂犬 病 ウ イル ス と の 結合 の 判定 法 
精製 狂犬 病 ウ イル ス と 各 濃 度 の レタ チ ン を 人 等 量 混 
和 し , 室温 で 60 分 振 と うし た 後 , 2,500 rpm で 20 
分 遠心 し た . HRI NT バッ ファ ー で 一 度 洗浄 し 
た 後 , Con A に つい て は 0.5 M e- メ チル D- マ て 
ン ノ ンド (a-MM) E, WGA に つい て は 0.5M, 
N- ア セチル グル ュ コ ュ サ ミン (GlcNAc) を , RCAg 
に つい て は 1.0MM ガ ラク トー ス を 加え 。 レク チン と 
ウイ ルス と の 凝集 を 解離 し た 後 , 感染 価 , 補 体 結合 
抗原 (CF), BLO, grime CHA) 価 を 測定 
Liz. また , 遠心 上 澄 に つい て も 同様 の 測定 を 行っ 
ds 


結 R 


レク チン の ガチ ョ ウ ヴ ウ 赤 血球 襲 集 能 と その 阻止 

動物 の 赤血球 表面 に は 種々 の 糖 昼 白質 が 存在 し , 
これ が レク チン に 親和 性 が ある た め , レク チン 自身 
で 赤血球 凝集 反応 が お こる 可能 性 が ある . 従って, 
ウイ ルス の 赤血球 凝集 反応 を みる 場合 , レク チン が 
試料 中 に 含ま れる 場合 は , レク チン に よる 赤血球 凝 
集 反 応 を 予め 阻止 し て お く 必 要 が ある . この よう な 
SEC, レク テ チン の GRBC RERE L その 阻止 方 法 
に つい て 予備 的 実験 を 行っ た . 

Table 1 は 各 レ クチ ン が GRBC を 凝集 する 最少 
有効 濃度 と その 阻止 物質 , お ょ びそ の 濃度 を 示し た 
LOCHA. Con A は 1,000 pg/ml C4 GRBC 
を 比 集 し な か っ た が , WGA, RCA。。 で は それ ぞ れ 
0.25, 1.9 ug/ml の 渡 度 で GRBC BEL. 

次 に , この よう な WGA あるいは RCAs に よる 
GRBC の 凝集 を 阻止 する 物質 の 濃度 を 検討 する た 
à, WGA に よる 凝集 阻止 に は GlcNAc を , RCA。。 
(に つい て は ガラ クト ー ス を 使用 し , それ ぞ れ 500 
gg/ml の 濃度 の レク チン に よる GRBC 凝集 を 阻止 
する に 充分 な 阻止 物資 の 濃度 を 調べ た . CORR, 
WGA に よる 凝集 は 0.5M GleNAc x, RCA。。 に よ 
る 凝集 は 1.0M が ラク トー ス を , GRBC を 加え る 前 
に 被 検 液 と 等 量 加 える こと に よっ て 完全 に 阻止 さき れ 
る こと が 判っ た . 従っ て , 以下 の 実験 で レク チン を 
試料 中 に 含む ウ ウ イル ス 液 の HA 価 測定 に は , 試料 
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に 予め と の よう な 処理 を 行っ て , ウイ ルス の GRBC 
WERE A ME Lic. Eric, Con A に つい て は , そ 
れ 自 体 で は 1,000 ug/ml で も GRBC を 凝集 し な か 
っ た が , 後述 する が , 1000gg/ml 以下 の 濃度 で も , 
ウゥ ウイ ルス を 凝集 する 能力 は あり , この ウイ ルス 北 集 
塊 を 解離 する e-MM の 濃度 を 記載 し た . WGA, 
RCA。。 に つい て は , GRBC 凝集 能 を 阻止 する 濃度 
を ウイ ルス 北 集 塊 の 解離 に 使用 し た ・ 

レク チン の 精製 狂犬 病 ウ イル ス 弟 集 能 

Table 2 tx, 精製 狂犬 病 ウ イル えと 種々 の 濃度 の 
各 レ クチ ン と を 室温 で 60 分 反応 させ , 遠心 し た 後 , 
Xo LYE EVI oR M, HA お よび CF 活性 を 
調べ た も の で ある . 回 収 率 ( Recovery) t ES 
ETO RRMA LOO LT 求め た も の で , これ 
を グラ フ に し た の が Fig. GHA. Con A 500, 
250, 125 gg/ml で は それ ぞ れ 飽 肖 に 93.3%, 75.7 
95, 72.9% の 感染 価 が 残 在 し て お り , また HA 活 
性 は 16, 16, 8 倍 , CF 活性 は 4, 2, 2 倍 で あっ た . 
WGA 500, 50, 25 ug/ml cio 5 nn 
99.98%, 97.3%, 84.3% D 感染 価 が 回 収 さ れ た . 
また HA 活性 は 32, 16, 16 倍 , CF 活性 は 16, 4, 
4 倍 で あっ た . この 結果 か ら , Con A より も WGA 
の 方 が 狂犬 病 ウ イル ス と の 凝集 力 が や や 強い こと が 
わか っ た . また RCAg Cit, 感染 価 , HA 活性 と 
b 上 澄 に 大 部 分 残っ て お り , RCA。。 の 和 狂犬病 ウイ 
ルス に に 対す る 親和 性 が あま り 強 く な いと 思わ れ た . 

また , Con A CORY Chi +R) OF 


Chemicals and the concentration 
to inhibit the agglutination 
by 500 gg/ml of lectins 


0.5M e-Methyl mannose* 
0.5M GlcNAc 


Table 1. Agglutination of goose red blood cells with lectins and its inhibition 
. Minimum agglutinating 
Lectins concentration (pg/ml) 
Con À 71000 
WGA 0.25 
RCA g 1.9 


1.0M galactose 


* Concentration of a-MM to reverse completely the aggregate of rabies virus with Con A. 


Serial 2-fold dilutions of lectins were mixed with equal volume of 0.33% goose red blood 


cells (GRBC) suspended in VAD (pH 6.2). 


Results were read after incubation of 30 min. at 4°C. 
To examine the inhibitory effect of chemicals on the agglutination of GRBC caused by lectins, 


one drop of lectin was mixed with one drop of serially diluted chemicals and then added with 
2 drops of 0.33% GRBC and incubated for 30 min. at 4?C. 
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Table 2. Binding of purified rabies virions with lectins 

Final I f ti it : . 
concentration pb % Recovery HA titer CF titer 
Lectin of Tecan titer 
NONE m S ed 99.95 64 16 
pr^ 4.4 0.05 2 2 
Con A 500 S 5.7 6.7 2 2 
P 6.8 93.3 16 4 
250 S 6.2 24.3 2 2 
P 6.5 $5 16 2 
125 S 6.3 27.1 2 2 
P 6.7 72.9 8 2 
WGA 500 S 4.0 0.02 2 2 
P 7.9 99.98 32 16 
50 S 5.3 2.7 2 2 
P hed 97.3 16 4 
25 S 6.0 15.7 2 2 
P 7.0 84.3 16 4 
RC Ago 250 S 7.1 98.9 16 4 
P 4.9 tl 2 2 
125 S 6.8 99,3 16 4 
P 4.7 0.7 2 2 
63 S 6.7 99.2 16 4 
P 4.8 0.8 2 2 
* Supernatant ** Precipitate 


Purified virus were mixed with various concentrations of lectins and incubated at 

room temp. for 60 min. with gentle shaking and centrifuged at 2,500 rpm for 20 min. 
Precipitates were then washed once with PBS by low speed centrifugation and reversed 
with 0.5M a-MM for Con A, 0.5M GlcNAc for WGA and with 1.0M galactose for 
RCAg aggregates. Then infectivity and HA and CF activities both in precipitates and 


50 


% Recovery of infectivity in aggregates with lectins 


E 
S 
トー 


supernatants were assayed. 


100 200 300 400 500 


Final concentration of lectin (pg/ml) 


. Agglutinatin of rabies virus with lectins. 


濃度 で の 平均 は 6.3x106, WGA で は .1.6x107, 
RCA。。 で は 8.8x106 FFU/ml GH), Con A お 
よび RCAg と ウタ ウイ ルス と の 結合 で は , や や ウイ ル 
ス え 感 染 価 の 不 活 化 が 認め られ た が , WGA の 場合 に 
は , ウイ ルス 感染 価 の 不 活化 は 殆 ん ど 認 め ら れ な か 
っ だ. 

狂犬 病 ウ イル スエ ン ベ ロ ー プ 糖 重 白 の 可 深 化 
Triton X-100, NP-40, お よび サポ ニン 等 の 界 
面 活 性 剤 を 用 い , 狂犬 病 ウ イル スエ ン ベ ロ ー プ の 糖 
自白 の 可 深 化 を 試み た . HH- グ ルコ ュ サ ミン で 標識 し 
た 精製 狂犬 病 ウ イル ス を , Triton X-100, NP-40 
の 場合 は 室温 で 20 分 間 振 と うぅ 処理 を , サポ ニン 処理 
の 場合 は , 37°C, 60 分 間 の 振 と う を 行っ た あと , 
SW 50.1 ロ ビー ター で 40,000 rpm, 1 時 間 遠 心 沈 漬 
し , 上 浴 お よび 少量 の NT バッ ファ ー に 再 浮遊 し 
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Solubilization of the envelope glycoprotein by treatment of rabies 


Table 3. 
virus with detergents 
Detergent Final conc. (%) 
Triton X-100 0.25 
2 
N P-40 0.25 
Saponin 0.1 


Purified ?H-glucosamine labelled rabies virus were treated 


?H radioactivity in 
Sediment Supernatant 
( recovery) 


12:7 87.8 
14.5 85.5 
12.6 87.4 
81.9 18.21: 


with NP-40 and Triton X-100 at room temp. for 20 min. 

With saponin, the virus was treated for 60 min. at 37°C. 

After centrifugation of treated virus at 40,000 rpm for 1 hr, 

the radioactivity of supernatant and the sediments resuspended 

in small amount of NT buffer was measured by liquid scintillation 


counter. 


TUS o TBE eK Vm vy ae YAY 
— で 測定 し た . 

Table 3 は , ?*H WET b LERA DEZ, ÝE 
jx LEO RE E1002 し た 時 の 百分率 で 示し て あ 
A. Triton X-10000.25% Ri O2% tik, それ ぞ 
187.8%, 85.592203, また NP-40 で は , 87.4% 25 
DEO Toe SCN OI DC. Sb ev 
で は EEEL ほとん ど 可 落 化 され な か っ た . 従っ 
て , この 実験 条件 下 で は , Triton X-100 ある い は 
NP-40 の 方 が サポ ニン と 比較 し て , ウイ ルス の エン 
ベロ ー プ 糖 蛋 白 の nfi 適し て いる と 考え られ 
る . 


* E 


狂犬 病 ウ イル ス は , レク チン 特に Con A, BE 
び WGA に よっ て 非常 に 良く 凝集 し た . CHET, 
他 の ウイ ルス が レク チン と 凝集 を お こす と , 感染 性 
が 低下 し た と いう 報告 (Yoshinaka et al., 1975) 
が 見 られ る が , 狂犬 病 タ イル ス え ス の 場合 は 凝集 阻害 剤 
CHS, e-MM SEU, GlcNAc を 加え る と , ほ 
ほ 完 全 に 感染 性 は 回 復 し , また HA, CF 活性 も 
や や 低下 は 見 られ る が , ほぼ 回復 し て いた . Con 
A と WGA と を 比較 する と , WGA の 方 が 感染 価 
HA 価 , CF 価 と も 沈没 か ら 多 く 回 収 き され, ConA と 
比較 し て WGA と ッ ウイ ルス と の 結合 の 方 が より 強 
いよ うら で ある . RCAg。 に は , ほとん ど ウ イル ス の 


凝集 能 は 認め られ な か っ た . 

Con A OMA l ORAIL, @- ワ - グ ル ュ ー ス , 
お よび ae-D- マ 々 マンノース に , また WGA の 結合 は , 
GlcNAc に 特異 的 で ある と 考え られ て いる . Sela 
et al., (1975) ik, マウ スリ ンズ 球 を 用 いて , Con 
A と WGA と の 結合 看 白質 を 分 離 比較 し , それ ぞ 
れ の 糖 蛋 白質 は 全く 異な る こと を 示し た . し か し , 
狂犬 病 ウ イル ス の 場合 , 予備 的 実験 で ある が , Con 
A CHAE L7- HERI WGA CE LTZEGRB S, 
ボリ アク リル アプ アミド ゲ ル 電 気 泳動 法 て (PAGE) T, 
同じ 位置 に バン ド さ れ , 分 子 量 で 見 る 限り で は 全く 
同一 の も の で あっ た ・. 現在 , ERP Y A v A ORE 
白 は 一 種類 と 考え られ て いる が , これ ら 異 な る レク 
チン を 結合 する 糖 午 白 の 性 状 を 明らか に する こと は 
興味 深い と 考え る . 

界面 活性 剤 に よる ウイ ルス エン ベロ ー プ の 可 深 化 
で は , Triton X-100 と NP-40 を 使用 する と , JF 
常に 高 率 に 糖 衝 白 が 分 離さ れ た . 糖 重 白 と レク チン 
の 結合 は , 非 イ オン 性 界面 活性 剤 の 存在 で は 影響 を 
受け な い (Crumpton et al., 1972) OC, JET 4 7 
性 界面 活性 剤 で ウイ ルス 粒子 を 可 深 化し , REEEY 
分 離し た 後 ,。 レク チン と の 凝集 を 利用 し て ウイ ルス 
糖 想 白 の 精製 を 行う こと が で きる と 思わ れる 我々 
it, ウイ ルス 粒子 を Triton X-100 で 処理 後 超 遠 心 
L, OL WGA お よび Con A を それ ぞ れ 
1,000 gg/ml に 加え , 室温 で 1 時 間 反 応 さ せ , Æ 
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じ た BU 低速 遠心 で 回 収 し , 洗浄 後 , それ ぞ れ 
0.5M GleNAc, a-MM に 浮遊 させ , これ を PAGE 
に 供し た . その 結果 , PRR AIL Tn A ORE 
日 と 同じ 位置 に バン ド さ れ た . し か し , この 方 法 で 
回 収 さ れ た 糖 看 白 た は レク チン が 混入 し て お り , こ 
の レク チン の 混入 を 防ぐ た め , 現在 WGA を セ フ 
ァ ロ ー ス 4B に カッ プリ ング させ , アフ ィ ニ ティ ー 
クロ マト グラ フェ ィ ー を 利用 する こと に より , 狂犬 病 
ウイ ルス MRAZ 分 離 精製 する 方 法 を 検討 中 で あ 
る . 


結 


SEAT v NAL 3 種 の レク チン の 相互 作用 を 調 
べた 結果 , 狂犬 病 ウイ ルス は , 小麦 膝 レク チン 
(WGA), お よび ュ ン カナ ベ バリン A (Con A) (ck 
> CHER SHODS, WEER WGA が 最も 強く , 


E 


ay 


次 いで Con A で あっ た . ヒマ レク チン (RCA) 
で は , EEA ERERS high ok. 

VAMALVIF YOM BL, WGA, 
お よび Con A の 次 集 阻 害 剤 で ある , GlcNAc と 
a-MM を 加え る と , ウイ ルス の 感染 性 , HA 活性 , 
CF 活性 は ほ ば 回復 し た . 

HH- グ ルコ サミ ン で ラベ ル さ れ た 狂犬 病 ウイ ルス 
を , Triton X-100, NP-40 お よび サポ ニン で 処理 
L, ウイ ルス 糖 午 白 の 可 沙 化 を 試み た . その 結果 , 
サポ ニン 処理 に 比較 し て , Triton X-1003s £ WNP- 
40 処 理 に より , ウイ ルス 粒子 か ら 高 率 に H 活性 が 
遊離 され る の が 認め られ , 今後 , ウイ ルス を Triton 
X-100 ある い は NP-40 で 処理 する こと に よっ て , 
ウイ ルス 糖 邊 白 を 可 沙 化し , WGA 等 レク チン の ア 
フィ ニニ ティーク ロマ トグラフ ォ ィ ー を 用 いて , ウイ ル 


AREAL OME, 精製 で きる 可能 性 が 示さ れ た . 


i 


本 研究 の 一 部 は , 文部 省 科 学研 究 費 No.248169 に よっ て 行なわ れ た . 
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